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Abstract 



The invention relates to a ruthenium complex having the formula Ru2+L1L2L3I wherein LI, L2 and L3 are 
the same or different are equal to a bi- or polycyclic ligand with at least two nitrogen-containing heterocycles, 
whereby at least one of these ligands is substituted with at least one group conferring water-solubility, and 
whereby at least one of these ligands is substituted, optionally via a spacer group, with at least one reactive 
group, and whereby the ligands LI , L2 and L3 are attached to the ruthenium via nitrogen atoms. The 
invention is further related to such ruthenium complexes having coupled thereto an immunologically active 
material, for example, antigens, haptens or antibodies and to the use of said ruthenium complexes in 
fluorescence spectroscopy. Specific ligands LI , L2 and L3 which are useful in the ruthenium complexes of 
the invention are, e.g., 2,2*-bipyridine. 1,10-phenanthroline benzbathophenanthroline or bathophenanthroline 
groups. Groups which are useful for conferring water-solubility on said ligand are, e.g. sulfonic acid groups 
which are preferably present in the form of their salts. Useful spacer groups are e.g. an alkylene 
groupcontaining 1-8 carbon atoms and which is optionally substituted with -S02-NH-, -S-, -0-. -COO- or - 
CO-NH- groups. Useful reactive groups to which the immunologically active material is coupled, are e.g. - 
COOH, -I, -NH2, -NCS or -S02Hal groups. The ruthenium complexes according to the present invention can 
be detected with great sensitivity by fluorescence spectroscopy and are thus useful in fiuorescense 
-immunoassays. — - 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Rutheniumkomplexe, an die ein immunologlsch aktives Material 
gekoppelt werden kann. 

US-A-4293 310 beschreibt ein RuoreszenzmeBgerat und dafur geeignete o-Phenanthrolin-und 2.2^- 
Bipyridin-Komplexe des Rutheniums zur Markienang eines Analyten. 

Die Rutheniumkompiexe dervorliegenden Erfindung weisen vor der Kopplung die allgemeine Forme! 



worin Lt, Lz und L3 gleich oder verschieden sind und je einen bl- oder polycyclischen Liganden mit 
mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocyclen bedeuten. wobei mindestens einer dieser Liganden mit 
mindestens einer wasserlSslich machenden Gruppe wie -SO3H oder-COOH substituiert ist, und wobei 
mindestens einer dieser Liganden mit mindestens einer reaktiven Gruppe, wie-COOH direkt oder Ober 
eine Spacergruppe, substituiert ist, und wobei die Liganden Li , L2 und L3 Ober Stickstoffatome an das 
Ruthenium gebunden sind. 

Die Liganden Li und L2 konnen gleich oder verschieden sein und beispielsweise 2,2*-Bipyridin- . 1,10- 
Phenanthrolin-, Benzbathophenanthrolin- oder insbesondere Bathophenanthrollngruppen enthalten. Die Li- 
ganden Li und U sind vorzugsweise gleich. 

Als Gruppen, wetche die Liganden wasserloslich machen, kommen insbesondere Sulfonsauregruppen 
in betracht die vorzugsweise, in Form ihrer Saize vorliegen. Besonders beyorzugt sind hierbei die 
Natriumsaize. 

Der Ligand L3 enthalt beispielsweise eine 2.2*-Btpyridin-. 1,10-Phenanthrolin- oder insbesondere eine 
Bathophenanthrolingruppe. 

Die eingangs erwahnte Spacergaippe ist vorzugsweise eine Alkylengruppe mit hSchstens 8 C-Atomen, 
die gegebenenfalls -S02-NH-. oder -COO- aufweisen kann. 

Als reaktive Gruppen. an die das immunologisch aktive Material gebunden wird, kommen vorzugsweise 
-COOH. Oder -SO2 Hal Gruppen in Betracht 

Bei Ru-Komplexen mit 3 identischen Liganden Li, L2 und L3 muss der Ligand sowohl eine wasserlos- 
lich machende Gruppe wie auch eine Spacergruppe mit reaktiver Gnjppe aufweisen. 

Ein hierfOr geeigneter Ugand ist die Verbindung der Formel 

[(S03Na)(S02NH CH2CH2COOH)batho] 



Bei Ru-Komplexen, die zwei verschiedene Ligandtypen aufweisen, kann der eine Ligandtyp die 
wasserloslich machende Gruppe oder Gruppen tragen, wahrend der andere Ligandtyp Ober eine oder 
mehrere Linkinggruppen (reaktive Gruppe. die uber einen Spacer an Heterocyclus gebunden Ist) verfugt. 

Als Liganden Li und L2 eignen sich in diesem Falle vorzOglich die Gruppen der Formel 



auf, 



NaO S-40 1 




COOH 




[ (S02Na)2batho] 
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und als Ligand U vorzugsweise die folgenden Gruppen 
[(S03Na)(S02NH CHzCHzCOOHjbatho] 

COOH 



[(SO2NH CH2COOH2)batho] 

75 

HNO.S-iO'i ... IQ4-SO2NH 

CH. ./r^\.V./r^\. 9« 

20 



HOOC -'"^ ^ COOH 



[{SO2NH CH2CH2COOH)2batho] 

COOH . 1^-- ioOH 



[(SO2NH CH2CH2CH2COOH)2batho] 

3S 



HOOC ' " COOH 

[(SO2NH CH2CH2CH2CH2CH2COOH)2batho] 



45 — 

HN02S-tOi [Q4-SO2NH 



so 

HOOC " COOH 

[(CHaCHaCHaCHaCOOHjbatho] 

55 



4 
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15 
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30 



35 



[{CH2CH2CH2CH2CH2COOH)batho] 



^y \.yr)\-.'' \/ 



[(CH2CH2CH2CH2COOH)benzobatho] 

20 yrS\. yls 



^y >.yo\_y•^>• 



[(C00H)2bpy] 



HOOC— •(0/'"*(0/* ^OOH 

•-N N-« 

Die Synthese der Liganden U. welche die Linking Gruppe bzw. Gruppen tragen, erfolgt nacli Verfahren, 
die nachfolgend schematisch beschrieben sind: 



a) [(S02NH{CH2 « C00-t-butyl)2batho] und 
[(SOa Na)(S02 NH CH2 CH2G0O-t-butyl)batho 

Bei der Synthese dieser Verbindungen geht man vom Dinatrium-Saiz der Bathophenanthrollndisuifon- 
saure aus. Daraus stellt man mit PCIs zunachst das entsprechende Disulfochlorid her (vgl. F. Muth in 
"Houben-Weyi, Methoden der Qrganischen Chemie". Band IX. S. 563, 4. Auflage 1955. G. Thieme Verlag, 
Stuttgart). Dieses wird anschliessend mit dem t-Butylester einer Aminosaure (wie 2.B. )3-Alanin. Glycin. 4- 
Aminobuttersaure oder 6-Amlnocapronsaure) gemass folgendem Schema zum entsprechenden Sulfonamid 
^ ' umgesetztlvglrF: Muth irT^Houbeh-WeylrMetho^^ Organischen'CtTemie "r Bancl lX. S: 609r4."Auflage" 
1955. G. Thieme Verlaug Stuttgart): 



50 



55' 
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25 

Bei dieser Reaktion entsteht neben dem Disulfonamid als Nebenprodukt immer auch noch das 
Monosulfonamid. 

Die Verseifung der t-Buty tester erfolgt erst nach der Synthese der entsprechenden Ru-Komplexe. 



30 

b) [{CH2CH2CH2CH2COOH)batho] bzw: 
t(CH2CH2CH2CH2CH2COOH)batho] 

Die Synthese dieser Liganden mit Valeriansaure bzw. Capronsaure als Unking-Gruppe erfolgt mittels 
35 Skraup'scher Reaktion (vgl. F.H. Case und P.P. Strohm; J.Org.Chem. 27 . 1641 (1962)) aus 4-Phenyl-8- 
amino-chinonn (vgl. F.H. Case; J.Org.Chem. 16 . 1541 (1951)) und den~p^[j9-Chlorpropionyl]-Derivaten der 
entsprechenden ai-PhenylfettsauremethylesterTwobe! die letzteren durch Acylierung des 5-Phenylvalerian- 
sauremethylester (Fluka) bzw. des 6-Phenylcapronsauremethylesters (vgl. W.E. Truce und C.E. Olson; J. 
Amer. Chem.Soc. 75 . 1651 (1953)) mit /S-Chlorpropionylchlorid gemass nachfolgendem Reaktionsschema 
40 erhaiten werden: 



Reaktionsschema 



— 45 [ 



50 



55 
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(CH^) CCXXH, 
' 2 n 3 




n * 4 and 5 



ClCH^CH^COCl 
AlCl, 



B-Chlor propionyl- 
chlor id 



10 



p-(P-Chlorpropionyl )- 
Derivat deru;-Phenyl- 
fettsauremethyl ester 

15 



{CHJ COOCH^ 
2 n 3 



20 




4-Phenyl-6-amin6- 
chinolin 



25 



H^AsO^ (Arsensaure ) 



30 



35 



40 



iCh\ COOH 
■ z n 




^45 



n = 4: 



n = 5: 



60 



5- /p-(7--Phenyl-l,10-phenanthrolin-4-yl)pher.ylJL 
pentansfiure s[ (CH^CH^CH^CH^COOH) ba tho ] 

6- /p- (7-?henyl-l , 10-phenanthrol in-4'-yl ) phenyl/^ 
heiansSi:re s( (CH2CH2CH2CH2CH2COOH) batho ] 



55 



c) [(CH2CH2CH2CH2COOH)b nzobatho] 

Die Synthese dieser Verbindung (Benzo-bathophenanthrolin-pentansaure) rfolgt Uber mehrere Stufen 
aus 2-Amino-3-naphthoesaur gemaSs folgendem Schema (vgl. E. Koft und F.H. Case; J.Org.Chem. 27 . 



7 
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865 (1962)) 



70 



15 



20 



25 



30 



\ / \ / ""2 



0-Chlorpropiophenon 



/ \ / 



H3PO4 

Arsensaure 
COOH 



Skraup'sche Rkt, 



1 



Curtius-Abbau 



substituiertes 
B-Chlorpropiophenon 
H_po. , Arsensaure 



Skraup' sche Rkt. 



100C(CH2)4-j''q^j 



40 



~45 



iCiCi 
iO! • 

V / 



FQr die Synthese von Ru-Komplexen mit 3 identischen Liganden werden in der Literatur 2 Verfahren 
beschrieben: 

Nach Braddock und Meyer [J^.Chem.Soc. 95 . 3158 (1973)] erhitzt man wasserlosliches Ruthenium- 
s'' trichlorid zusammen mit dem Uganden fUr langere Zeit in DMF, wobei sich der Komplex unter teilweiser 
Zersetzung des Losemittels bildet. 

Bevorzugt verwendet man jedoch das von Lin et al. [J.Am.Cliem.Soc. 98 , 6536 (1976)] beschriebene 
Verfahren. Dabei erhitzt man Kaliumpentachloroaquoruthenat (KgRu Cls'H2(5)ln schwach salzsaurer Umge- 
bung mit der 3-fachen stochiometrischen Menge an Ugand und reduziert anschliessend die Losung mit 
ss Natriumhypophosphit 

Die H rstellung der Rutheniumkomplexe mit 2 verschiedenen Ugandtypen erfolgt nach literaturbekann- 
ten Methoden. z.B. gemass Belser et al. Helv.Chim.Acta 63.- 1675 (1980). 

Im Hinblick auf di Tatsache, dass bei diesen Komplexen der Ugand U von den Liganden Li und L2 



8 
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verschieden ist, wird ein stufenweiser Aufbau des Komplexes bevorzugt. (Seibstverstandlich konnte der 
Komplex auch mittels einer statistischen Synthese hergestellt werden, doch ist diese Mdglichkeit nicht 
bevorzugt. da sie schwerer kontrollierbar ist.) Dabei wird in einer ersten Stufe mit wasserloslichem 
Rutheniumtrichlorid und der doppelt stc5chiometrischen Menge an Ligand Li bzw. L2 in Dimethylformamid 

5 (mit Litliiumclilorid als Kataiysator) das Zwischenprodukt RuLiLaCb hergestellt. Dieses Zwischenprodukt 
wird mit dem Liganden L3 anschliessend zum gewunschten Komplex umgesetzt. 

Wird als Ligand U eine Verbindung verwendet, deren reaktive Gruppe in geschutzter Form vorliegt - 
z.B. als t-Butylester bei den Sulfonamid-Derivaten des Bathophenanthrolins - so erfolgt die Abspaltung 
dieser Schutzgruppe bevorzugt erst riach der Synthese des entsprechenden Ru-Komplexes. 

10 Die Isolierung und Reinigung der gebildeten Rutheniumkomplexe erfolgt nach herkommlichen Metho- 
den, durch Umfallen, Saulenchromatographi© oder praparative Dickschichtchromatographie. 

Als immunologisch aktive Materialien. welche an die vorerwahnten Rutheniumkomplexe gekoppelt sind, 
kommen Insbesondere Antigene, Haptene oder Antikdrper (inklusive, z.B. Fab-Fragmente) in Betracht. Als 
Antikorper kdnnen sowohl polyklonale wie monoklonale Antikorper verwendet werden. 

75 Bn besonders bevorzugtes immunologisch aktives Material ist ein Antikorper gegen carcinoembryona- 
les Antigen. Ein weiterhin besonders bevorzugtes immunologisch aktives Material ist ein Antikdrper gegen 
menschliches Choriongonadotropin, sowie ein Antikorper gegen a-lnterferon. 

Die Kopplung des immunologischen Materials an den Rutheniumkomplex erfolgt in an sich bekannter 
Weise. Eine bevorzugte Kopplungsweise besteht darin, dass man den Rutheniumkomplex und das Immuno- 

20 logisch aktive Material mit einem wasserloslichem Carbodiimidderivat. z.B. mit N-Cyclohexyl-N*-(2-morpholi- 
noathyl)-carbodiimid -methyl-p-toluolsulfonat behandelt. 

Die Rutheniumkomplexe gemass vorliegender Erfindung lassen sich fluoreszenzspektroskopisch sehr 
empfindlich nachweisen. Sie sind bestens geeignet als Markermolekule fOr hochempfindliche Fluoreszenz- 
Immuno-Assays. Sie sind insbesondere geeignet fur einen zeitaufgeldsten Fluoreszenz-lmmuno-Assay, wie 

25 er beispielsweise in der DT-OS 2628158 beschrieben wird. Durch die Verwendung der Rutheniumkomplexe 
gemass vorliegender Erfindung anstelle des haufig verwendeten FITC (Fluoresceinisothiocyanat) kann die 
Nachweisempfindlichkeit bei FIuoreszenz-lmmuno-Assays verbessert werden. Dies ist insbesondere bei der 
Bestimmung geringer Mengen von Antigenen in KdrperflOssigkeiten, wie z.B. Plasma und Serum, von 
Vorteil. Beispiele fUr solche Antige'ne sind z.B. das carcinoembryonale Antigen (CEA). das )3-HCG oder das 

30 a-lnterferon. 

Die. im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendete Messapparatur fGr die zeitaufgeldste Fluores- 
zenzmessung wird im folgenden beschrieben und anhand eines Schemas erlautert. 

Eine gepulste. Uchtquelle - Farbstofflaser - regt mit Uchtblltzen geeigneter Wellenlange. X= 453 nm, 
die Messprobe zur Fluoreszenz an, wobei die Blitzdauer t = 0.7 ns viel kOrzer als die Abklingzeit des 

35 fluoreszierenden Markers ist. Die Fluoreszenzstrahlung wird dann mit einer Optik durch einen Kantenfilter 
(Baizers 610), der die Emissionswellenlange des Markers durchlasst, auf die Photokathode eines Photomul- 
tipHers gefuhrt. Die- einzelnen detektierten Photonen erzeugen Strompulse, die nach Verstarkung und 
Normierung digital gezahit werden (Photon-counting-Methode). Ueber eine Photodiode steuert das anregen- 
de Blitzlicht gleichzeitig eine Torschaltung, welche nach einer einstellbaren Verzdgerungszeit 5 = 2 us den 

40 Zahler startet und nach einer einstellbaren Oeffnungszeit des Messfensters At= 3 us den Zahlprozess 
wieder stoppt. Die Verzdgerungszeit A wird so gewahit, dass in ihr Streulichteffekte sowie die Background- 
fluoreszenz praktisch vollstandig abgeklungen sind. Auf diese Art wird die Anzahl gezahlter Pulse proportio- 
nal zu der Markerfluoreszenzintensitat, welche separat vom Background gemeissen wird. 

45 = ^ . 

Schematische Darstellung der Messapparatur 



60 



55* 
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Lichtquelle 


8. 


Verstarker 


2. 


Quarzplatte 


9. 


Diskriminator 


3. 


Probe 


10. 


Zahler 


4. 


Sammellinse 


11. 


Photodiode 


5. 


Kantenf ilter 


12. 


Torschaltung 


6. 


Fokussierlinse 


13. 


Anregungs-Lichtblitz 


7. 


Photomultiplier 


14. 


Fluoreszenzlicht 






IS. 


Lichtblitz zur Steue 



der Torschaltung (Trigger) 



^ Beispiel 1 



Herstellung von Bathophenanthrolindisulfochlorid 

__45 2,2 g~getrocknetes BathophenahthrolinclisijIfonsaure^Din^ (Ruka) werden mit 3,1 g PCk und 

750 ill POCI3 in einem 500 ml Rundkolben gut durchmischt Der Kolben wird, versehen mit einem 
RGckflusskOhter und einem Calciumchloridrohr. 2.5 Stunden lang in einem Oelbad auf 110*C erhitzt 
Absublimiertes PCI5, das sich an den kuhleren Stellen des Kolbens niedergeschlagen hat, wird zwlsctien- 
durch abgekratzt. Anschliessend zieht man ani Wasserstrahlvakuum bei 110* C das nicht umgesetzte PCIs 
50 sowie das POCI3 innerhaib von 5 Stunden vollstandig ab. 

Nach dem AbkUhlen auf Zimmertemperatur behandelt man das rohe Sulfochlorid zunachst kurz mit 150 
ml Benzol, die ven^^orfen werden (um Spuren von Verunreinigungen zu entfemen). Anschliessend wird es 
zweimai mit je 150 ml Chlorofonnn extrahiert. wobei jeweils 1 Stunde bei Zimmertemperatur gerOhrt wird. 
Die vereinigten Chloroformextrakt engt man am Vakuum ein. Das zurOckbleibend Sulfochlorid wird 
55 dann 4 Stunden lang am Vakuum bei 110* C getrocknet (Ausbeute: 1,8 g). 



Herstellung von Sulfonamidderivaten des Bathophenanthrolins mit dem t-Butylester des jS-Alanins 



10 
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[(S02-NH-CH2CH2-COO-t-butyl)2batho] und 
[(S03Na)(S02NH CHaCHaCDO-t-butyObatho] 

1,32 g )3-A!anin-t-butylester und 10,5 ml Trialhylamin werden in 50 ml Chloroform aufgelost. Zu dieser 
Losung gibt man unler starkem Ruhren Innerhalb von 10 Minuten 2.0 g testes Bathophenanthrolindisulfo- 

5 chlorid. Nach 5-stQndigem Ruhren bel Zimmertemperatur lasst man das Reaktionsgemlsch 4 Tage lang im 
Dunkein stehen. Anschliessend zieht man bei 40-50 *C am Vakuum das Losemlttel sowie das Triathylamin 
ab. Zur vollstandigen Entfernung des Triathylamins versetzt man den RUckstand mit 200 ml Chloroform und 
zieht dieses am Vakuum wieder ab. Dieses Verfahren wird insgesamt funfmal durchgefOhrt, bis das Produkt 
keinen Geruch mehr nach Triathylamin aufweist 

10 Die Reinigung des RQckstandes erfolgt durch Chromatographie Ober Si02. Sie fUhrt zu 2 Produkten. 



a) Isolation des Disulfonamids 

75 ((S02NHCH2CH2COO-t-butyl)2batho] 

Mit 8 I Aceton eluiert man dabei zunachst das praktisch reine Disulfonamid. Ausbeute: 900 mg. 



b) Isolation des Monosulfonamids 

20 

[(S03Na)(S02NH-CH2CH2-COO-t-butyl)batho] 

Mit 3 I eines Qemisches aus Chloroform/Methanol/Wasser (7/3/0,5) eluiert man eine weitere Zone, die 
aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften ein Phenanthrolinderivat sein muss. Nach NMR handelt es sich 
dabei um das Monosulfonamid der Bathophenanthrolindisulfonsaure, das wahrscheinlich durch teilweise 
25 Hydrolyse des Bathophenanthrolindisulfochlorids bei der Reaktion hat entstehen konnen (Ausbeute: 1,2 g 
Rohprodukt). 

Zur weiteren Reinigung I6st man das Rohprodukt in 150 ml Chloroform und schGttelt diese Losung 
insgesamt drelmal mit je 100 ml Wasser aus. Anschliessend wird das Monosulfonamid noch zweimal 
umgefallt. Hierzu Ic3st man die Verbindung In 50 ml Methanol/Chloroform (3/1) und faillt sie wieder durch 
30 langsames Zutropfen von 200 ml Aether aus. Ausbeute: 360 mg. 



Herstellung des Ru-Komplexes [RC-1] 

35 Ru[(S03Na)(S02NH CH2CH2COOH)batho]3(PF6)2 

18.7 mg Kaliumpentachloroaquoruthenat (K2RuC!5*H20) werden bei 60* in 2 ml Wasser aufgelost, dem 

vorher noch 1 Tropfen 6N HCI zugesetzt worden war. Zu dieser Losung gab man die 3-fache stochiometri- 

sche Menge an Ugand (95.8 mg tert-Butylester gemass b) gelost in 1 ml DMF) und erhitzte das Gemisch 

2.5 Stunden lang unter N2 am RUckfluss. 
40 Nach dem AbkQhIen der Reaktionslosung wird der entstandene Ru^*-Komplex mit 250 ul einer 1 

molaren NaH2P02-Lc3sung zum entsprechenden Ru^^-Komplex reduziert und dann nochmals fOr 2 Stunden 

am RQckfiuss gekocht. 

Anschliessend filtrierte man die L6sung, versetzte sie mit 900 ul einer 10%igen wassrigen Ammonium- 
hexafluorophosphatlosung und lasst sie uber Nacht bei 4* C stehen. Dabei fallt der Komplex aus. 

.45 Nach-dem„Abnutschen-wird-er mittels praparativer~Dickschlchtchromatographie-(4 Kieselgel-Platten; 

Laufmittel CH2Cl2/MeOH/H20 (7:3:0.5) gereinigt. 

Eine vordere rote Zone wird isoliert (50 mg relnes Produkt) und zur Verselfung mit 5 ml Trlfluoressig- 
sMure bel Zimmertemperatur versetzt. Nach 1 Stunde wurde die Trifluoressigsaure am Wasserstrahlvakuum 
abgezogen. 

50 

Beispiel 2 



55' Herstellung von Ru [(S03Na)2bathol2Cl2 

627 mg RuCl3*3H20, 568 mg LiCl und 3,28 g Bathophenanthrolindisutfonsaure-diNa-Salz (Fluka) werden 
in 8 ml DMF 6 Stunden lang am RUckfluss gekocht. Nach dem /Vbkuhlen auf Zimmertemperatur versetzt 
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man die Reaktionslosung langsam mit 60 ml Aceton und lasst sie dann 20 Stunden lang bei 4'C stehen. 
Dabei fallt das vtolette Rohprodukt aus. Dieses wird abgenutscht und gut mit Aceton gewaschen. Eine erste 
Reinigung erfolgt dann durch Umfallen. Hierzu lost man das Rohprodukt in 50 ml Methanol und fallt es 
anschliessend wieder mit 500 ml Aceton/Aether (1/1) aus. Dieses Verfahren wird wiederholt. Die weitere 
5 Reinigung erfolgt durch Chromatographie Gber SiOz. Mit 5 I Chlorofonm/Methano [/Aceton (4/3/3) eluiert man 
600 mg praktisch reines Produkt (Ausbeute: 600 mg). 



Herstellung des gemischten Komplexes. Ru[S03Na)2batho]2 [(S02'NH-CH2-CH2-CQO-t'butyl)2batho]Cl2 

10 

76,2 mg Ru[(So3Na)2batho]2C!2 werden In einem Gemisch aus 1 ml Wasser und 4 ml Methanol gelost 
und mit 41,0 mg [(S02-NH-CH2-CH2-COO-t-butyl)2bathol (vgl. Beispiel 1a) (gelost in 3 ml Chlorofonn) 
vermischt. Dieses Reaktionsgemlsch wird 3 Stunden lang unter N2 am ROckfluss erhitzt, wobei eine orange- 
rote Losung entsteht. /Vnschllessend wird das Ldsemlttel durch Einblasen von N2 und leichtem Erwarmen 
75 zu etwa 90% abdest'IIiert. Beim AbkOhlen auf Zimmertemperatur fallt ein Teil des Produktes aus. Zur 
Reinigung I6st man das Produkt In 1,5 ml Methanol und 0,5 ml DMF und chromatographiert es Ober Si02 
mit dem Laufmittel Chlorofonm/Methanol/Wasser (7/3/0.5) (Ausbeute: 75 mg). 



20 Herstellung des Ru-Kompfexes [RC-2] Ru[S03Na)2batho]2 [(S02-NH-CH2-CH2-COOH)2batholCl2 

Verseifung des t-Butylesters. Hierzu werden 55 mg Ru[(S03Na)2batho]2 [(S02-NH-CH2-CH2-COO-t- 
butyl)2batho]Cl2 in 5 ml Trifluoressigsaure gel<5st. Das Reaktionsgemisch ISsst man 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen und zieht dann am Wasserstrahlvakuum bei 40* C die Trifluoressigsaure ab. 
25 Das Rohprodukt wurde zunMchst durch Saulenchromatographie Ober Si02 gereinigt. Laufmittel: 
300 ml Chloroform/Aceton/Methanol (4/3/3) 
500 ml Chloroform/Methanol/Wasser (50/50/2) 
500 ml Chloroform/Methanol/Wasser (50/50/5) 
250 ml Chloroform/Methanol/Wasser (50/50/10) 
30 1 00 ml Methanol/Wasser (1 0/1 ) 
100 ml Methanol/Wasser (1/1) 

Die endgultige Reinigung erfolgt mittels praparativer Dickschichtchromatographie. 40 mg des Ru- 
Komplexes werden hierzu in 700 ul Wasser gelost und auf 4 PSC-Platten (Si02-Platten von Merck) 
aufgetragen. Ueber Nacht werden diese .bei 60 'C getrocknet und anschliessend mit dem Laufmittel 
35 Chloroform/Methanol/Wasser (50/50/2) chromatographiert. Die Hauptzone wird herausgekratzt und dreimal 
mit je 40 ml Wasser extrahiert (das Kleselgel wird dabei durch Zentrifugation abgetrennt). Nach dem 
EInengen werden vom Produkt noch letzte Spuren Si02 entfernt. indem man es In wenig Methanol lost und 
das ungeloste Kieselgel abzentrifugiert (Ausbeute: 38 mg). 

40 

Beispiel 3 



Herstellung des Bathophenanthrolindisulfonamids mit dem t-Butyiester des Glycins. 
45~' [(S02NH ' CHrCOO-t-butyl)2"bathd] ' 

Diese Sulfonamidsynthese erfolgte analog der in Beispiel 1 beschriebenen. 
Ansatz: G!ycin-t-butylester Dibenzolsulfonamidsalz (10,3 g). Triathylamin (28 ml) und Bathophenanthrolindis- 
ulfochlorid (4,2 g). 
50 Ausbeute: 4,9 g [(SO2NH CH2COO-t-butyl)2batho] 



Herstellung des gemischten KompI xes. 
55 

Ru[($03Na)2batho]2[(S02NH CH2 COO-t-butyl)2batho]Cl2 

3,6 g Ru[(S03Na)2batho]2Cl2 (siehe Beispiel 2) werden in einem Gemisch aus 160 ml Methanol und 
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100 ml Wasser gelcSst und mit 2.01 g [(SO2NH CH2COO-t-butyl)2batho] (gelost in 80 ml Methanol) 
venmischt. 

Dieses Reaktionsgemisch wird 5 Stunden lang unter N2 am ROckfluss gekocht, wobel eine tiefrote 
Losung entsteht. Nach dem Abkuhlen engt man die Reaktionslosung am Vakuum auf etwa 70 ml sin und 
fallt den gemischten Ru-Kompiex dann durch langsames Zutropfen von 1 ,4 I Aceton aus. 

Zur weiteren Reinigung wird das abgenutsclite Rohprodukt zweimal umgefallt. Man lost hierzu den 
Niederschlag in etwa 150 ml MeOH/HaO/CHzCIa (2:1:0,3) und fallt den Komplex dann wieder aus durch 
langsames Zutropfen von 1,5 I Aceton. 

. Zum Schluss wird das Produkt noch zweimal liber Kieselget chromatographiert mit dem Laufmittel 
CH2Cl2/MeOH/H20 (7:3:0,5). Nach einer weiteren Umfallung analog oben erhalt man ein reines Produkt. 
Ausbeute: 3.0 g rotes Pulver. 

Verseifung des t-Butylesters zum label [RC-3] 
Ru[(S03Na)lbatho]2 [(SO2NH CH2COOH)2batholCl2 

500 mg Ru[(S03Na)2batho]2t(S02NHCH2COO-t-butyl)2batho]Cl2 werden in 40 ml Trifluoressigsaure 
dispergiert. Nach 2.5-stand(gem ROhren bel RT wird die Trifluoressigsaure am Vakuum abgezogen. Den 
ROckstand lost man in einem Gemisch aus 1 ml DMF und 3 ml Wasser. Durch langsames Zutropfen von 
500 ml Aceton/MeOH (8:2) fSllt man daraus den Komplex wieder aus. 

Dieser Umfailprozess wird noch zweimal wiederholt, dann trocknet man das rote Pulver bei 70*C am 
Vakuum. Ausbeute: 420 mg. 

Beispiei 4 

Herstellung des Bathophenanthrolindlsuifonamlds mit dem t-Butylester der 4-Aminobuttersaure 



[(S02NHCH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho] 

Diese Sulfonamidsynthese erfolgte analog der in Beispiei 1 beschrlebenen. 
Ansatz: 4-Aminobuttersaure-t-butylester (1,57 g) Triathylamin (17 ml) und Bathophenanthrolindisulfochlorid 
(2.1 g). Ausbeute: 1.3 g [(S02NH CH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho] 

Herstellung des gemischten Komplexes 

Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2COOt-butyl)2batho]Cl2 
Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Beispiei 3. 
Ansatz: 1.28 g Ru[{S03Na)2bath6]2Cl2 und 0.775 g [(SO2NH CH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho]. Ausbeute: 
1 ,65 g rotes Pulver. 

Verseifung des t-Butylesters zum label [RC-4] 
Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2COOH)2batho]Cl2 

Ansatz: Verseifung von 70 mg t-Butylester-Derivat Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2-COO-t-butyl)2 
batho]Cl2 analog der Vorschrift von Beispiei 3. 
Ausbeute: 50 mg. 

Beispiei 5 

Herstellung des Bathophenanthrolindisulfonamids mit dem t-Butylester der 6-Amlnocapronsaure 



[(SO2NH CH2CH2CH2CH2CH2 C00-t-butyl)2batho] 

Diese Sulfonamidsynthes erfolgte analog der in Beispiei 1 beschrlebenen. 
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Ansatz: 6-Aminocapronsaure-t-butylester {2.27 g) Triathylamin (1 7 ml) und Bathophenanthrolindisulfochlorid 
(2.1 g). Ausbeute: 1.8 g ((SO2NH CH2CH2CH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho]. 



Herstellung des gemischten Komplexes 

Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho]Cl2 

Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Beispiel 3. 
Ansatz: 2.3 g Ru[(S03Na)2batho]2Cl2 und 1,49 g ((SO2NH CH2CH2CH2CH2CH2COO-t-butyl)2batho]. 
Ausbeute: 2.8 g rotes Pulver. 



Verseifung des t-Butylesters zum (abet [RC-5] 
Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2CH2CH2C00H)2batho]Cl2 

Ansatz: Verseifung von 100 mg t-Butylester-Derivat Ru[(S03Na)2batho]2[(S02NH CH2CH2CH2CH2CH2COO- 
t-butyl)2batho]Cl2 analog der Vorschrift von Beispiel 3. Ausbeute: 85 mg. 

Beispiel 6 



Herstellung des gemischten Komplexes 

Ru[(SO3Na}2batho]2[(S0aNa)(S02NH CH2CH2COO-t-butyl)batho]Cl2 

Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Beispiel 3. 
Ansatz: 102 mg Ru[(S03Na)2batho]2Cl2 und 51 mg [(S03Na)(S02NH CH2CH2COO-t-butyl)batho] (siehe 
Beispiel 1). Ausbeute: 105 mg rotes Pulver. 



Verseifung des t-Butylesters zum Label [RC-6] 
Ru[S03Na)2batho]2t(S03Na)(S02NH CH2CH2COOH)batho]Cl2 

Ansatz: Verseifung von 105 mg t-Buty!ester-Derivat Ru[(S03Na)2batho]2[(S03Na){S02NH CH2CH2COO- 
tbutyl)batho]Cl2 analog der Vorschrift von Beispiel 3. Reinigung erfolgt durch praparative Dickschichtchro- 
matographie (Kieselgel-Platten. Laufmittel CHCIs/MeOH/Aceton (4:3:3)). Ausbeute: 32 mg. 

Beispiel 7 



Synthese von p-[j3-ChlQrpropionyl>5-phenyhvaleriansauremethylester 

In einem RUhrkolben mit RUckflusskUhler werden 9.3 g AICI3. 10 ml CSa und 1,98 ml )3-ChlorpropionyI- 
chiorld "vorgelegtr Zu^ diesem Ge^miscIT lasst'~man "bei Zimniertempefatur innert 5 Miifujten"^,61 g 5- 
Phenylvaleriansaure zutropfen (nachgespOlt wird mit 2 ml CS2). Das Reaktionsgemlsch wird anschliessend 
noch 15 Minuten welter geriihrt. leicht erwanmt und dann abgekOhIt 

Dann pipettiert man das Reaktionsgemlsch in eine gertlhrte Mischung von Els. Wasser und Aether. Die 
organische Phase wascht man mit BIcarbonatlQsung und Wasser neutral. Nach dem Trocknen Qber MgSO* 
zleht man das Losemittei ab. Dabei erhalt man 5.03 g kristallines Produkt. 



Synthese von 5-[p-(7-Phenyl-1 ,10-phenanthroIin-4-yl)phenyl]-pentansaure 

[(CH2CH2CH2CH2C0OH)batho] 

In einem RUhrkolben werden unter Argon 2,54 g 4-Phenyl-8-aminochinoIin. 11,5 ml HaPO* (85%ig) und 
2,3 ml Arsensaur 16 sung (80%ige H3ASO4) vorg legt. Zum Losen des Chinolins erhitzt man das Gemisch 
auf 120*C. Dann fOgt man innerhaib von 5 Minuten noch 4,56 g p-{^-ChlorproplonyI]-5-pheny!valeriansau- 
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remethylester hinzu. Anschliessend heizt man das Reaktionsgemisch unter Ruhren innerhalb von 10 
Minuten auf 140* C auf und lasst ©s auf dieser Temperatur noch 1 Stunde. 

Zur Aufarbeitung kUhIt man das Reaktionsgemisch ab und pipettiert es in ein geruhrtes Gemisch von 50 
ml Wasser und 125 ml CH2CI2, das gut mit Eis gekOhlt wird. Durch ZufOgen von Natronlauge bringt man 
5 den pH-Wert auf 5. Dabei geht die Substanz in die organische Phase iiber. 

Nach dem Abdampfen des Losemittels erhalt man ein Rohprodukt. das neben dem Methylester auch 
noch freie Saure enthalt (die Reaktionsbedingungen wirken hydrolysierend). Durch Behandlung mit Diazo- 
methan (in Aether/Methanol) wird das Gemisch wieder vollstandig in den Methylesterz Qberfuhrt. 

Nach zweimaiiger Chromatographie mit Essigester an Alox III (mit 1,5% H20 noch zusatzlich desakti- 
70 viert) erhalt man 3.022 g Methylester. 

Zur Verseifung lost man diesen in 20 ml Aethanol auf, versetzt die Losung mit Natronlauge (0,950 g 
NaOH gelost in 5 ml H2O) und erhitzt sie unter Argon fGr 2 Stunden auf 80*0. Die abgekuhlte Losung wird 
in ein CH2CI2/H2O Gemisch gegeben. dann der pH-Wert der Losung mit a5%iger H3PO4 auf 4-5 eingestellt 
und anschliessend das Produkt extrahiert. 
75 Das eingeengte CH2Cl2-Extrakt wird aus Benzol umkristailisiert, dabei erhSIt man 1.35 g Produkt. Aus 
der eingeengten Mutterlauge erhalt man durch Umkristallisieren aus Aethanol noch weltere 0.338 g Produkt. 

Gesamtausbeute 1.688 g Saure (kristallisiert ohne Losemittel). Fpkt. 234-235* C. 



20 Herstellung des Ru-Komplexies [RC-7] 

Ru[(S03Na)2batho]2 [(CH2CH2CH2CH2-COOH)batho]Cl2 

Zu einer LQsung von 102,4 mg Ru[(SOaNa)2batho]2-Cl2-2H20 in 4 ml Methanol und 8 ml Wasser gibt 
man 34.6 mg 6-[p-(7-Phenyl-1.10-phenanthrolin-4-yl)phenyl]-pentansaure aufgelost in 2 ml Methanol. Dle- 
25 ses Gemisch wird 3 Stunden lang unter N2 am Ruckfluss erhitzt. wobei eine orange-rote Losung entsteht. 

Anschliessend entfernt man den grossten Teil des Losungsmittels durch Enblasen von N2. Der Rest 
wird dann vollends mit dem Rotationsverdampfer abgezogen. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mittels praparativer Dickschichtchromatographle. Der Komplex 
wird hierzu in wenig Wasser aufgelost und auf 6 PSC-PIatten (Si02-Platten von Merck) aufgetragen. Nach 
30 dem Trocknen der Platten bel 70* chromatographiert man mit dem Laufmlttel Chloroform/Aceton/Methanol 
(4/3/3). 

Das mit Wasser extrahierte Hauptzonenprodukt wurde noch dreimal einer praparativen Dickschichtchro- 
matographle unterworfen, wobei folgende Laufmittel verwendet wurden: Aceton/Wasser (9/1), dann 
Aceton/Wasser (8,5/1 .5) und schiiesslich Chloroform/Methanol/Wasser (50/50/2). 
35 Zur Entfemung von letzten Spuren SiOz I6st man das extrahierte Produkt in wenig Methanol und 
zentrifugiert das ungeloste Kieselgel ab. Aus 1 ml methanollscher Losung wurde dann das Produkt mit 50 
ml Aceton ausgefSllt, Ausbeute: 42,6 mg (rotes Pulver). 



40 Beispiel 8 



Synthese von p- [j3-Chlorpropionyll-6-phenyl-capronsauremethylester 

_ 45 !n-einem-Ruhrkolben- mit-ROckflusskOhler werden- 1 7.2-g AIGIa. 18.5-ml CSa-und 3,6-ml-^-Ghlor— 

propionylchlorid vorgelegt. Zu diesem Gemisch lasst man bei Zimmertemperatur innert 10 Minuten 7,06 g 
6-Phenylcapronsauremethylester zutropfen (nachgespuit wird mit 4 ml CS2). Das Reaktionsgemisch wird 
anschliessend noch 15 Minuten weiter gerOhrt, leicht erwarmt und dann abgekOhlt. 

Dann pipettiert man das Reaktionsgemisch in eine gerOhrte Mischung von Bs. Wasser und Aether. Die 
50 organische Phase wascht man mit Bicarbonatlosung und Wasser neutral. Nach dem Trocknen Ober MgSO* 
zieht man das Losungsmittel ab. Dabei erhalt man 10,2 g kristallines Produkt. 

Synthese von 6 -[p-(7 -Phenyl-1 .1 0-phenanthrolin*4-yl)-phenyl]-hexansaure 
55 ' 

[(CH2CH2CH2CH2CH2COOH)batho] 

In einem RUhrkolben werden unter Argon 5.90 g 4-Phenyl-8-aminochinolin, 27 ml HaPO* (85%ig) und 
5,35 ml Ars nsaurelosung (80%ige H3ASO4) vorgelegt. Zum Los n des Chinolins erhitzt man das Gemisch 
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auf 120*C. Dann fOgt man innerhalb von 5 Minuten noch 11,15 g p-[^-Ch!orpropionyl]-6-phenylcapronsau- 
remethy tester hinzu. Anschliessend erhitzt man das Reaktionsgemisch unter Ruhren innerhalb von 10 
Minuten auf 140* C und lasst es auf dieser Temperatur noch 1 Stunde. 

Zur Aufarbeitung kuhit man das Reaktionsgemisch ab und pipettiert es in ein geruhrtes Gemisch von 
5 100 ml Wasser und 250 ml CH2CI2, das gut mil Eis gekOhIt wird. Durch ZufOgen von Natronlauge (etwa 2/3 
einer Losung aus 45 g NaOH in 200 ml Wasser) bringt man dann den pH-Wert auf 5. Dabei geht die 
Substanz in die organische Phase Uber. 

Nach dem Abdampfen des Losemittels erhall man 15.76 g dickflOssiges Oel. das neben dem 
Methylester auch noch freie SMure enthalt (die Reaktionsbedingungen wirken hydrolyslerend). Durch 
70 Behandlung mit Diazomethan (In Aether/Methanol) wird das Gemisch wieder vollstandig In den Methylester 
uberfOhrt. Dieser wird mit Essigester an 350 g Alox III (mit 1% H2O noch zusStzlich desaktiviert) 
chromatographiert (Fraktionen k 120 ml). Reines Produkt enthalten die Fraktionen 5 bis 9. 

Die Fraktionen 3, 4 und 10 sind dagegen noch verunreinigt. Sie werden nochmals mit Essigester Uber 
Aluminlumoxid chromatographiert (wie vorher beschrieben), Aus den reinen Fraktionen der belden Chroma- 
75 tographien erhalt man nach dem Abziehen des LSsemittels 6.979 g Methylester. 

Zur Verseifung lost man den Ester in 45 ml Aethanol auf. versetzt diese Losung mit Natronlauge (2,24 
g NaOH gelost in 11 ml H2O) und erhitzt sie unter Argon fUr 2 Stunden auf 80*0. Dann zieht man am 
Rotationsverdampfer das Aethanol ab und nimmt den Riickstand in einem Gemisch von CH2Cl2A/Vasser auf. 
Mit 3.75 ml H3PO4. 85%ig wird der pH-Wert auf ca. 3 eingestellt und dann das Produkt extrahlert. 
20 Das Extrakt wird neutral gewaschen, getrocknet und bis auf 300 ml eingeengt. Nach dem Zusatz von 
insgesamt 3,5 g Norit SX-3 rOhrt man die Losung 40 Minuten lang, filtriert sie und engt sie bis auf wenig 
CH2CI2 ein. Nun gibt man 20 ml Benzol hinzu und lasst die Substanz wahrend 48 Stunden bei 
2^'mmertemperatur auskristallisieren. 
. Durch Abnutschen, Waschen mit Benzol und Trocknen im Exsikkator erhalt man 5.393 g Produkt, das 
25 im Kristall noch Benzol enthalt. 

Das Benzol-freie Produkt hat einen Fpkt. von 195* . 



Hersteliung des Ru-Komplexes [RC-8] 

Rut(S03Na)2batho]2[(CH2CH2CH2CH2CH2-COOH)batho]Cl2 

Zu einer Losung von 384 mg Ru[{S03Na)2batho]2-Ci2-2H20 in 20 ml Methanol und 5 m! Wasser gibt 
man 134.2 mg 6-[p-(7-Phenyl-1.10-phenanthrolin-4-yl)phenyl>hexansaure aufgelost in 5,7 ml Methanol. 
Dieses Gemisch wird 3 Stunden lang unter N2 am Ruckfluss erhitzt, wobei eine orarige-rote Losung 
35 entsteht 

Anschliessend entfemt man den grosstem Tell des Losemittels durch Einblasen von N2. Der Rest wird 
dann vollends mit dem Rotationsverdampfer abgezogen. 

Die Reinigung des Produktes erfolgt zunachst durch zweimalige Saulenchromatographie Uber Si02 mit 
dem Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser (7/3/0,5). Anschliessend wird der Komplex noch mittels prSpa- 
40 rativer Dickschichtchromatographie gereinigt (Si02-Platten von Merck). Laufmittel: 
Chloroform/Methanol/Wasser (7/3/0.5). 

Die Hauptzone wird nach dem Herauskratzen mit Methanol extrahiert. Ausbeute: 162 mg (rotes Pulver). 

_j#5^ -Beispiel 9 



Hersteliung der Benzobathophenanthrolinyl-pentansaure 

50 [(CH2CH2CH2CH2COOH)benzobatho] 

Die Synthese dieser Verbindung erfolgte aus 2-/Vmino-3-naphthoesaure mittels Skraup'scher Reaktion 
analog dem in Beispiel 7 angegebenen Verfahren fUr [(CH2CH2CH2CH2COOH)batho]. Gesamtausbeute: 
1.07 g. 

55 

Hersteliung des Ru-Komplexes [RC-9] 

Ru[(S03Na)2batho]2 [(CH2CH2CH2CH2COOH)benzobatho]Cl2 
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Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Beispiel 3. 
Ansatz:1,28 g Ru[(S03Na)2batho]2Cl2 und 0.561 g [(CH2CH2CH2CH2C0OH)b8n2obatho]. Ausbeute: 1.1 g 
rotes Pulver. 

5 

Beispiel 10 



Herstellung des Ru-Komplexes [RC-10] 

JO 

Ru[(S03Na)2batho]2[(COOH)2bpy]Cl2 

Diese Synthese erfolgte analog der Vorschrift von Beispiel 3. 

Ansatz: 256 mg Ru[(S03Na)2bathol2Cl2. 
75 49 mg 4,4*-Dicarboxy-2.2'-bipyridin und 

60 mg NaHCOs (zum Solubilisieren des Bipyridins) 

ln25mlMeOH/H20(1:2). 
Ausbeute: 290 mg rotes Pulver. 

20 

Beispiel 11 



Markierung von anti-CEA mit dem Ru-Komplex [RC-2] 

25 

Die Kopplung des gemlschten Ru-Kompiexes [RC-2] an anti-CEA erfolgte mit Hilfe des wasserloslichen 
Carbodiimld-Derivates N-Cyclohexyl-N*-(2-morphoIinoathyl)-carb>odiimid -methyl-p-toluolsulfonat. Da der 
Komplex Ober zwei reaktive. Gruppen pro MolekUl verfGgt. wird molar die doppelte Menge an Carbodiimid 
verwendet. 

30 FUr die Kopplungsreaktion stellt man die folgenden Stammlosungen her: 

1) 4,00 mg/ml Ru-Komplex [RC-2] in Wasser bei pH 4,5 

2) 2,17 mg/ml anti-CEA vom Kaninchen (DAKO Code Nr. A 115. Lot 112 B) In 200 mM NaHCOs: pH 8,5. 
136 ul Stammlosung 1 werden mit 264 ill Wasser pH 4.5 (eingestellt mit HCI) verdGnnt. Dazu gibt man 

0,27 mg N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoathyl)-carbodiimld -methyl-p-toluolsulfonat und durchmischt kurz am 
35 Vortex. Nach 2 Minuten fGgt man 400 ii\ von der anti-CEA Stammlosung 2 hinzu und durchmischt wieder 
gut am Vortex. Durch die Zugabe von wenig IN HCI wird der pH-Wert auf 8.5 eingestellt. Dann lasst man 
das Reaktionsgemisch 17 Stunden lang bei Zimmertismperatur im Dunkein stehen. 

Zur Abtrennung des markierten anti-CEAs wurden 500 ul des Reaktionsgemisches Gber eine Saule 
(l-ange 30 cm, Durchmesser 9 mm) mit Acrylamid Gel AcA-54 von LKB chromatographiert (Laufmittel; 150 
40 mM NaCI, 10 mM Na-phosphat. 0.02% NaNa. pH 7,0). Die Fraktionen mit dem hochsten Gehalt an 
markiertem anti-CEA wurden vereinigt - insgesamt 5,2 ml. In dieser Losung wurde der Gehalt an anti-CEA 
und an Ru-Komplex UV-spektroskopisch bestimmt (aus der optischen Dichte bei 278 nm - Absorption von 
anti-CEA und Ru-Komplex, sowie aus der optischen Dichte bei 445 nm - Absorption des Ru-Komplexes 
allein). Es wurden dabel folgende Konzentrationen erhalten: 

45 0,66 X 10'^M/I RujComplex^ [ 

0.58 X id-^M/l anti-CEA. 

Dies entspricht einem Markierungsgrad von 1,1. 



50 Beispiel 12 



Durchfuhrung eines Fluoreszenzlmmunoassays mit CEA Standards 

55 Zur quantitativen Bestimmung von CEA-Standards wird ein Sandwicht st mit einem monoklonalen CEA- 
Antikorper und einem polyklonaien CEA-Antikorper (markierte Antikorper von DAKO) wie folgt durchgefGhrt: 
a) In di rforderliche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 mm) werden je 0,250 ml CEA-Standardiosung (0 ng/ml 
CEA; 2.5 ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA und 20 ng/ml CEA in 150 mM NaCI. 10 mM Na-Phosphat 
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mit 20 g/I Rinderseaimalbumin) pipettiert, je eine mit monoklonalem anti-CEA sensibilisierte Polystyrolkuge! 
(Durchmesser 8.5 mm) zugefUgt und bei 37* C wahrend 24 Stunden inkubiert. Anschliessend werden die 
Polystyrolkugein dreimal mit j 2-5 ml destilliertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen transfe- 
riert. die je 0,250 ml Pufferlosung mil 1 x 10*® M/l markiertem Kaninchen anti-CEA enthalten 
5 (Markierungsgrad 1,1). 

Nach einer 24-stUndig8n Inkubation bei 37* C werden die Kugein wieder dreimal mit je 2-5 ml 
destilliertem Wasser gewaschen und anschliessend in Testrohrchen mit je 2 ml Schwefelsaure (0,09N) 
transferiert. Nach 30 Minuten pipettiert man die Schwefelsaure-Losung in MesskGvetten und misst den 
10 Gehalt an Ru-Komplex fluoreszenzspektroskopisch (Anregungswellenlange 453 nm, Emissionswellenlange 
612 nm). 

Die Messung erfolgte mit der frOher beschriebenen Apparatur unter Verwendung eines Kantenfi Iters B 
610 von Balzers, einer zeitlichen Verzogerung der Fluoreszenzmessung von 2 jisec (bezogen auf den 
Anregungspuls) und einer Oeffnung des Messfensters von 3 usee. 
75 In der Tabelle I sind die Werte einer CEA-Bestimmung aufgefUhrt, die mit einer Reihe von CEA- 
Standards von Roche erhalten wurden. 

Die Empfindlichkeit bei diesem zweistufigen Test betragt 60 pg/ml CEA. 

Der CEA Test konnte auch in einem Eintopfverfahren gemass folgendem Verfahren durchgefuhrt 
werden. 

20 b) In die erforderliche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 mm) gibt man je 0.125 ml CEA-Standardlc5sung (0 
ng/ml CEA; 2.5 ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA; 20 ng/ml CEA in fotalem Kalberserum) sowie je 
0,125 ml Losung mit 2 x 10"® M/l Kaninchen anti-CEA, das mit dem Ru-Komplex markiert ist 
(Markierungsgrad 1.25; VerdUnnungspuffer pH 7.1 enthalt 0,1 M/l Tris, 20% fotales KSIberserum 0,05% 
Timerosal und 0.02% Tween 20). Dann fUgt man noch je eine Polystyrolkugel (Durchmesser 6,5 mm 

25 sensibilisiert mit monoklonalem anti-CEA) hinzu und inkubiert bei 37* C wahrend 24 Stunden. 

Anschliessend werden die Kugein dreimal mit je 2-5 ml destilliertem Wasser gewaschen und dann in 
Testrohrchen mit je 2 ml Schwefelsaure (0,09N) transferiert. Nach 30 Minuten pipettiert man die 
Schwefetsaure-Losung in MesskUvetten und misst den Gehalt an Ru-Komplex fluoreszenzspektroskopisch 
30 (die Messbedingungen sind identisch mit jenen von Teil a)). 

Die Resultate dieser CEA-Bestimmung sind in Tabelle II zusammengestellt Bei den Eintopfverfahren 
findet man eine Empfindlichkeit von 430 pg/ml CEA. 



35 Tabelle 1 

Ruoreszenzspektroskopische Bestimmung von CEA-Standards (zweistufiges Verfahren) 



40 Koazentratioa an CEA Rel. FluoceszenzintensitSt 

(Roche Standard Losunaen) 

0 ng/ml CEA 0.071 

2,5 ng/ml CEA P_.532_ 

5 ng/ml CEA 1,041 
10 ng/ml CEA 1.846 
20 ng/ml CEA 4.121 

50 



Tabell il 

55 

Ruoreszenzsp ktroskopisch B stimmung von CEA-Standards (Eintopf- Verfahren) 
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Konzentratioa aa CEA Rel. Fluoreszenzintensitat 
(Roche Standard LSsunge n) 



0 


ng/ml 


CEA 


0,27 


2,5 


ng/ml 


CEA 


1,21 


5 


ng/ml. 


CEA 


2,66 


10 


ng/ml 


CEA 


5,13 


20 


ng/ml 


CEA 


9,74 
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Beispiel 13 



Markierung von anti-HGG 

20 

Die Markierung von anti-HCG mit dem Ru-Komplex [RC-2] erfolgte auf gleiche Art und Weise wie jene 
von anti-CEA gemMss Beispiel 1 1 . 

FQr die Kopplungsreaktion stellt man die folgenden Stammlosungen her: 
1) 4.00 mg/ml Ru-Komplex [RC-2] in Wasser bei pH 4,5 
25 2) 10,83 mg/ml anti-HCG vom Kaninchen (DAKO Code Nr. A 231 Lot 032 A) in 200 mM NaHCOa; pH 
8.5, 

150 ill Stammlosung 1 werden mit 250 ul Wasser pH 4,5 (eingestellt mit HOI) verdGnnt. Zu dieser 
Losung gibt man 0.30 mg N-Gyclohexyl-N'-(2-morpholinoathyl)-carbodiimid -methyl -p-toluolsulfonat und 
durchmischt kurz am Vortex. Nach 2 Minuten fUgt man die anti-HCG-Losung (222 ul Stammlosung 2 
30 verdOnnt mit 178 ul einer 200 mM NaHCOa-Losung pH 8,5) hinzu und durchmischt gut am Vortex. Mit 
wenig HCl wird der pH-Wert auf 8.5 eingestellt. Dann lasst man das Reaktionsgemisch 17 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur Im Dunkein stehen. 

Zur Abtrennung des markierten anti-HGGs werden 500 ul des Reaktionsgemlsches Uber eine Saule 
(LMnge 30 cm. Durchmesser 9 mm) mit Acrylamld Gel AcA-54 (von LKB) chromatographiert (Laufmittel: 150 
35 mM NaCI, 10 mM Na-Phosphat. 0,02% NaNa, pH 7.0). Die Fraktionen mit dem hochsten Gehalt an 
markiertem anti-HCG werden vereinigt - insgesamt 5,2 ml. In dieser Losung wird der Gehalt an anti-HCG 
und an Ru-Komplex UV-spektroskopisch bestimmt. Es werden dabei folgende Konzentrationen erhalten: 
2.01 X 10-^ M/l Ru-Komplex 
2.04 X 10** M/t anti-HCG 
40 Dies entspricht einem Markiemngsgrad von 1 ,0. 



Beispiel 14 

DurchfOhrung eines Fluoreszenzimmunoassays mit ^-HGC Standards 

Zur quantitativen Bestlmmung von i3-HCG-Standards wird ein Sandwichtest mit einem momoklonalen j9- 
HCG-Antikorper und einem polyklonalen HCG-Antikorper (markierte Antikorper von DAKO) wie folgt 
50 durchgefUhrt: 

• In die erforderliche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 mm) gibt man je 0.050 ml /3-HCG-Standardl6sung (0 
mlU/ml; 10 mlU/ml; 25 mlU/ml; 50 mlU/ml; 100 mlU/ml; 200 mlU/ml). 0,050 ml Losung mit 5,12 x 10^^ M/1 
anti-HCG, das mit dem Ru-Komplex markiert ist (Markierungsgrad 1,0; VerdOnnungspuffer pH 7.1 enthalt 
0.1 M/I Tris. 20% fotales Kalberserura, 0.05% Thimerosal und 0.02% Tween 20) sowi je 0.150 ml 
55" Pufferlosung (150 mM NaCI. 10 mM Na-Phosphat mit 20 g/l Rinderserumalbumin). Dann ftlgt man noch je 
eine Polystyrolkugel (Durchmesser 6,5 mm s nsibilisiert mit monoklonalem anti-^-HCG) hinzu und inkubiert 
bei 37* C wahrend 16 Stunden. 

Anschliessend werden di Kug In dreimal mit je 2-5 ml destilliertem Wasser g waschen und dann in 
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Testrohrchen mit je 2 ml Schwefelsaure {0.09N) transferiert. Nach 30 Minuten pipettiert man die 
Schwefelsaure-Losung in MesskUvetten und misst den Getiait an Ru-Komplex fluoreszenzspektroskoplsch 
(die Messbedingungen sind identisch mit jenen von Beispiel 12). 

Die Resultate dieser ;8-HCG-Bestimmung sind in der Tabelle 111 zusammengestellt. Bei diesem Eintopf- 
5 verfahren findet man eine Empfindlichkeit von 2.2 mlU/ml jJ-HCG. 

Tabelle ill 

10 Ruoreszenzspektroskopische Bestimmung von jS-HCG-Standards (Bntopf-Verfahren) 



Konzentration an fl-HCG Rel. Fluoreszenzintensitat 
,5 fRoche Standard Losunqen) 



0 


mlU/ml 


0.44 


10 


miu/ml 


0.34 


25 


mlU/ml 


0.80 


50 


miu/ml 


1.56 


100 


mlU/ml 


2.78 


200 


mlU/ml 


5.81 



25 



Beispiel 15 

30 

Markierung von anti-a-lnterferon 

Die Markierung von monoklonalem anti-ar Interferon (von Roche Diagnostica) mit dem Ru-KompIex [RC- 
35 2] erfolgte auf gleiche Art und Weise wie jene von anti-CEA gemass Beispiel 11. 
FQr die Kopplungsreaktion stellt man die folgenden Stammlosungen her: 

1) 3.75 mg Ru-Komplex [RC-2] in Wasser bei pH 4,5 

2) 6,0 mg/ml monoklonales anti-a-lnterferon In 200 mM NaHCOa; pH 8.5. 

Zu 400 111 Stammlosung 1 gibt man 0,81 mg vom wasserloslichen Carbodilmid-Derivat und durchmischt 
40 kurz am Vortex. 

Nach 2 Minuten fUgt man 400 ul von der anti-crlnterferon-Stammlosung 2 hinzu und durchmischt 
wiederum kurz am Vortex. Dann lasst man das Reaktionsgemisch 17 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
im Dunkein stehen. 

Zur Abtrennung des markierten anti-orlnterferons werden 500 ul des Reaktionsgemisches Ober eine 

45 — Saule (l:ange"30 cm~Durchmesser~9 mm) mit~Acrylamid-Gel "AcA-54~vbn LKB chT6matogra"phiert 

(Laufmittel: 150 mM NaCI. 10 mM Na-Phosphat. 0.02% NaNa. pH 7,0). 

Die Fraktion mit dem hochsten Gehalt an markiertem anti-or Interferon werden vereinigt - insgesamt 5,2 
ml. In dieser Losung wird der Gehalt an anti-a-lnterferon und an Ru-Komplex UV-spektroskopisch bestimmt 
Man erhalt dabei folgende Konzentrationen: 
50 1 1 .5 x 10*^ M/1 Ru-Komplex 

1.8 X 10"® M/l anti-a-lnterferon (monoklonal). 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 6,4, 



55 Beispiel 16 



DurchfOhrung eines Ruoreszenzim munoassays mil a-lnterferon Standards 
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2ur quantitativen Bestimmung von Interferon-raA Standards (recombinant leucocyte interferon) wird ein 
von Roche Diagnostica als EIA entwickelter Sandwichtest verwendet. Anstelle des Enzym-nnarkierten 
zweiten Antikorpers benutzt man jedoch nnonoklonales anti-Interferon, das mit dem Ru-Komplex [RC-2] 
nnarkiert ist (Markierungsgrad 6.4). 
5 Die quantitative Bestimmung der verschiedenen Interferon-raA Standards erfolgte nach folgendem 
Verfahren (einstufiger Test): 

In die erforderliche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 mm) gibt man je 0.100 ml Interferon-raA Standard- 
Losung (0 U/ml r IFNoA; 25 U/ml r IFNaA; 50 U/ml rIFNaA; 100 U/ml r IFNaA; 150 U/ml r IFNaA; 200 U/ml r 
IFNaA in Normal-Human-Serum mit Thimerosal) sowie je 0,500 ml Losung mit 5,26 x 10*'° M/1 monoklona- 
10 lem anti-crlnterferon. das mit dem Ru-Komplex [RC-2] markiert ist. (Markierungsgrad 6,4; Puffersystem: 150 
mM NaCI, 10 mlVI Na-Phosphat pH 7,5). Dann fOgt man noch je eine Polystyrolkugel (Durchmesser 6,5 mm; 
senslbilisiert mit monoklonalem anti-Interferon) hinzu und Inkubiert bei Zimmertemperatur (26* C) wahrend 
24 Stunden. 

Anschliessend werden die Kugein drelmal mit je 2-5 ml destilliertem Wasser gewaschen und dann in 
T5 Testrohrchen mit je 2 ml Schwefelsslure (0,09N) transferiert. Nach 30 Minuten pipettiert man die 
Schwefelsaure-LSsung In MesskUvetten und misst den Gehait an Ru-Komplex fluoreszenzspektroskopisch. 
(Die Messbedingungen sind identisch mit jenen von Beispiel 12). 

Die Resultate der r IFNaA Bestimmungen sind in Tabelle IV zusammengastellt. 

Im Bereich von 0-200 U/ml findet man annaherhd eine lineare Beziehung zwischen der Fluoreszenzin- 
20 tensitat und der r IFNoA-Kcnzentration. Die Empfindllchkeit betragt 0,46 U/ml r IFNaA. 



Tabelle IV 

25 Fluoreszenzspektroskopische Bestimmung von r IFNaA Standards 



Konzentration an t IFNaA Rel. Pluoceszenzintensitat 
(Roche Standard Losunoen) 



0 


U/ml 


0.14 


25 


U/ml 


0.51 


50 


U/ml 


0.89 


100 


U/ml 


1,80 


150 


U/ml 


2.77 


200 


U/ml 


4.01 



Beispiel 17 

Markierung von polyklonalem antl-HCG mrt dem Ru-Komnlex (RC-7] 

FUr die Kopplungsreaktion werden die folgenden Stammlosungen hergestellt: 
- 1) 5,4 mg/mi Ru-Komplex [RC-7] in Wasser bei pH 4,5. 

2) 6.0 mg/ml polyklonales anti-HCG vom Kaninchen (DAKO Code Nr. A 231. Lot 032A) in 200 mM 
NaHCOaipH 8.5. 

Die Kopplungsreaktion wird nach dem im Beispiel 11 beschriebenen Verfahren durchgefOhrt. Man 
venrt^endet hierzu jeweils 400 ul von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,56 mg vom wasserlos lichen 
Carbodiimid. 

Die markierten /Vntikorper wurden - wie in Beispiel 11 beschrleben - durch Gelchromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-7] abgetr nnt. 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an anti-HCG und an Ru-Komplex ergab folgende 
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Werte: 

3,81 X 10-^ M/1 Ru-Komp!ex 

1,87 X 10'^ M/l anti-HCG (polyklonal). 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 2,0. 

5 

Beispiel 18 



70 Markierung von polyklonalem anti-CEA mit dem Ru-Komplex [RC-8] 

FUr die Kopplungsreaktlon werden die folgenden Stamml5sungen hergestellt: 

1) 1,71 mg/ml Ru-Komplex [RC-8] in Wasser bei pH 4,5. 

2) 2,17 mg/ml polyklonales anti-CEA vom Kaninchen (DAKO Code No. All 5. Lot 11 2B) In. 200 mM 
75 NaHCOa: pH 8,5. 

Die Kopplungsreaktlon wird nach dem im Beispiel 11 beschrlebenen Verfahren durchgefOhrt. Man 
verwendet hierzu jewells 400 ul von den Stamml6sungen 1 und 2 sowie 0,19 mg vom wasserlOsiichen 
Carbodiimid. 

Die markierten Antikorper wurden - wie in Beispiel 11 beschrieben - durch Gelchromatographie vom 
20 Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-8] abgetrennt. 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an anti-CEA und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

0,43 X 10-® M/l Ru-KompIex 
0.94 x 10-® M/1 anti-CEA 
25 Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 0,5. 



Beispiel 19 

30 

Markierung von h-IgG mit dem Ru-Komplex [RC-6] 

FOr die Kopplungsreaktlon werden die folgenden Stammlosungen hergestellt: 
1) 3.8 mg/ml Ru-Komplex [RC-6] in Wasser bei pH 4,5 
35 2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa; pH 8,5. 

Die Kopplungsreaktlon erfolgt nach dem in Beispiel 11 beschrlebenen Verfahren. Dabei werden jewells 
400 ul von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,37 mg vom wasserlosllchen Carbodiimid verwendet. 

Die markierten /^tikorper werden - wie in Beispiel 11 beschrieben - durch Gelchromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-6] abgetrennt. 
40 Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-IgG und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

2.31 x 10-® M/l Ru-Komplex . 
1,62x10-® M/l h-IgG 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 1 ,4. 
Beispiel 20 



so Markierung von h-IgG mit dem Ru-Komplex [RC-1] 

Fur die Kopplungsreaktion werden die folgenden Stammlosungen hergestellt 

1) 4,0 mg/ml Ru-KompI x [RC-1] in Wasser bei pH 4,5 

2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa; pH 8.5. 

55 Die Kopplungsreaktlon erfolgt nach dem In Beispiel 1 1 beschriebenen Verfahr n. Dabei werden jewells 
400 ill von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 1,11 mg vom wasserlosllchen Carbodiimid verwendet. 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 beschrieben - durch Gelchromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-1 ] abgetrennt 
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Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-IgG und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

10,4 X 10'^ M/1 Ru-Komplex 
1.8 X 10-^ M/l h-IgG 
5 Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 5,8. 



Beispiel 21 



70 



Markierung von h-IgG mit dam Ru-Komplex [RC-10] 



FUr die Kopplungsreaktion werden'^die folgenden Stammlosungen hergestellt: 
1) 29.0 mg/ml Ru-Komplex [RC-10] in Wasser bei pH 4.5 
15 2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa; pH 8,5. 

Die Kopplungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 1 1 beschriebenen Verfahren. Dabei werden 526 ul 
von der Stammlosung 1 und 400 ul von der Stammlosung 2 sowie 7.45 mg vonn wasserloslichen 
Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 1 1 beschrleben - durch Gelchromatographie vom 
20 Ueberschuss an Ru-Komplex [RG-10] abgetrennt. 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-lgQ und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

0.81 X 10-^ M/1 Ru-Komplex 
0,78 X10-® M/l h-IgG 
25 Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 1 ,0. 



Beispiel 22 



30 

Markierung von h-IgG mit dem Ru-Komplex [RC-3] 



FUr die Kopplungsreaktion werden die folgenden Stammlosungen hergestellt: 
1) 3.7 mg/ml Ru-Komplex [RC-3] in Wasser bei pH 4.5 
35 2) 6.0 mg/m! h-IgG in 200 mM. NaHCOa: pH 8.5. 

Die Kopplungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 11 beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweils 
400 ul von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom wasserloslichen Carbodiimid venrt^endet. 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 beschrleben - durch Gelchromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-KompIex [RC-3] abgetrennt 
40 Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-!gG und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

4,41 X 10*® M/i Ru-Komplex 
1.21 X 10-® M/l h-IgG 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 3.6. 



Beispiel 23 



50 Markierung von h-lgG mit dem Ru-Komplex [RC-4] 

FUr die Kopplungsreaktion werden die folgenden Stammlosungen hergestellt: 

1) 3.81 mg/ml Ru-Komplex [RC-4] in Wass r bei pH 4.5 

2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa; pH 8.5. 

55" Di Kopplungsr aktion erfolgt nach dem In Beispiel 11 beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweils 
400 ul von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0.75 mg vom wasserloslichen Carbodiimid verwendet. 

Die markierten Antikorper werden - wie In Beispiel 11 beschrleben - durch Gelchromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-4] abgetrennt. 
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Die UV-spektroskopische B stimmung des Gehaltes an h-IgG und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

5.51 X 10-^M/l Ru-Komplex 
1,17x 10*^ M/1 h-IgG 
5 Dies entspricht einem Markienjngsgrad MG von 4,70. 



Beisptel 24 

70 

Markierung von h-IgG mit dem Ru-Konnplex [RC-5] 

Fur die Kopplungsreaktion warden die folgenden Stammlosungen hergestellt; 
1) 3.87 mg/mi Ru-Komplex [RC-5] in Wasser be! pH 4.5 
75 2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa: pH 8,5. 

Die Kopplungsreaktion erfolgt nach dem in Beispiel 11 beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweils 
400 ui von den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom wasserloslichen Carbodiimid verwendet. 

Die markierten AntikQrper werden - wie in Beispiel 11 beschrieben - durch Geichromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-5] abgetrennt. 
20 Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-IgG und an Ru-Komplex ergab folgende 
Werte: 

11 ,7 x 1 0*^ M/1 Ru-KompIex 
1.04X 10-^ M/1 h-lgG 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 11,2. 

25 

Beispiel 25 



30 Markierung von h-IgG mit dem Ru-Komplex [RC-9] 

FOr die Kopplungsreaktion werden die folgenden Stammlosungen hergestellt: 

1) 3,45 mg/ml Ru-Komplex [RC-9] in Wasser bei pH 4.5 

2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCOa; pH 8.5. 

35 Die Kopplungsreaktion erfolgt nach dem In Beispiel 1 1 beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweils 
400 ul von den StammlQsungen 1 und 2 sowie 0,375 ul vom wasserloslichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 beschrieben - durch Geichromatographie vom 
Ueberschuss an Ru-Komplex [RC-9] abgetrennt. 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehaltes an h-IgG und an Ru-Komplex ergab folgende 
40 Werte: 

5,69 X 10*^ M/l Ru-Komplex 
0.45 X 10-« M/l h-IgG 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 12,8. 



Anspruche 

1. Rutheniumkomplexe, an die ein immunologisch aktives Material gekoppelt ist, wobei die Ruthenium- 
60 komplexe vor der Kupplimg die allgemeine Fonmel 

RU^+L^L^L^ I 

55 

aufweisen. 

worin Li , L2 und U gleich oder verschi den sind und je inen bi- Oder polycyctischen Liganden mit 
mindestens zwei stickstoffhaitigen Heterocycien bedeuten. wobei mindestens einer dieser Liganden mit 
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mindestens einer wasserloslich machenden Gruppe. wie -SOaH oder -COOH substituiert ist, und wobei 
mindestens einer dieser Liganden mit mindestens einer reaktiven gruppe, wie -COOH. direkt oder uber 
eine Spacergruppe. substituiert ist, und wobei die Liganden Li , L2 und L3 uber Sticlcstoffatame an das 
Ruthenium gebunden sind. 

5 

2. Rutheniumkomplex nach Anspruch 1. dadurcfi gekennzeichnet, dass die Liganden Li bzw. L2 2,2'- 
Bipyridin-, 1.10-PhenantliroIin-, Bathe phenanthrolin-oder Benzobathophenanthrolin-gruppen enthalten. 

3. Rutheniumkomplex nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden Li bzw. L2 Batho- 
10 phenanthrolin sind und mit Sulfonsauregruppen als wasserloslich machende Gruppen substituiert sind. 

4. Rutheniumkomplex nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Sulfonsauregruppen in Form 
der Saize vorliegen. 

75 5. Rutheniumkomplex nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Ligand La eine 2,2*-Bipyridin-, 
1,10-Phenanthrolin-, Bathophenanthrolin- Oder Benzobathophenanthrolln-gruppe enthait. 

6. Rutheniumkomplex nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dass der Ligand L3 eine 
Bathophenanthrolin-oder Benzobathophenanthrolln-gruppe enthait, di© mit mindestens einer Alkylen- 

20 gruppe mit hochstens 8 C-Atomen substituiert 1st die -SO2-NH- oder -COO- aufweisen kann. 

7. Rutheniumkomplex nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. dass die Alkylengruppe endstandig mit 
einer -COOH oder -S02Hal Gruppe substituiert ist. 

25 8. Rutheniumkomplex nach ©inem der AnsprOche 6-7, dadurch gekennzeichnet. dass der Ligand L3 die 
Gruppe -S02-NH(CH2)nCOOH enthait, wobei n eine ganze Zahl von 1-5 bedeutet. 

9. Rutheniumkomplex nach einem der Anspruche 6-7. dadurch gekennzeichnet. dass der Ligand L3 die 
Gruppe -(CH2)4.COOH enthait. 

30 

10. Rutheniumkomplex nach einem der AnsprOche 6-7, dadurch gekennzeichnet. dass der Ligand U die 
Gruppe -(CH2)5COOH enthait. 

11. Rutheniumkomplex nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dass der Ligand L3 2,2'-Bipyridin ist, 
35 der mit mindestens einer Carboxylgruppe substituiert Ist. 

12. Rutheniumkomplex nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden Li. L2 und L3 gleich 
sind und Bathophenanthrolin darstellen. die sowohl mit einer wasserloslich machenden Gruppe, wie 
-SO3H Oder -COOH, ats auch Uber eine Spacergruppe mit einer reaktiven Gruppe. wie -COOH, 

40 substituiert sind. 

13. Rutheniumkomplexe nach Anspnjch 12. dadurch gekennzeichnet. dass die wasserloslich machende 
Gruppe eine Sulfonsauregruppe ist und dass die reaktive Gruppe eine Carboxylgruppe ist. die uber 
eine -S02-NH-(CH2)2-Spacergruppe verknOpft ist. 

14. Rutheniumkomplex nach einem der AnsprOche 1-13, dadurch gekennzeichnet, dass das immunologisch 
aktive Material ein Antigen oder Hapten ist. 

15. Rutheniumkomplex nach einem der AnsprOche 1-13, dadurch gekennzeichnet, dass das immunologisch 
50 aktive Material ein Antikorper ist. 

16. Rutheniumkomplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das immunologisch aktive 
Material ein Antikorper gegen carcinoembryonales Antigen, humanes Choriongonadotropin oder o- 
Interferon ist. 

55 

17. Verfahren zur Herstellung ein s Rutheniumkomplexes gemass allgemeinen Fonmel I von Patentan- 
spruch 1 , an den ein immunologisch aktives Material gekoppelt ist, dadurch gekennzeichnet. dass man 
den Rutheniumkomplex gemass allgemeiner Formel I In an sich bekannter Weise mit einem immunolo- 
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gisch akttven Material koppelt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass man a\s Kopplungsmittel N-Cyclohexyl-N'- 
(2-morphoIinoathyl)-carbodiimid -methyl-p-toluolsulfonamid verwendet 

19- Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass man als immunologisches Material 
Antlkorper gegen carcinoembryonales Antigen, humanes Choriongonadotropin oder a-lnterferon ver- 
wendet. 

20. Verwendung eines Rutheniumkonnpiexes nach einem der AnsprGche 1-13 in einem Fiuoreszenzimmu- 
noassay. 

21. VeoArendung eines Rutheniumkomplexes nach einem der AnsprGche 1-13 in einem Fluoreszenzimmu- 
noassay mit zeitaufgeloster Fluoreszenzmessung. 

22. Rutheniumkomplexe der allgemeinen Fcrmel 

Ru^+L^L^Lg I 

worin Li , U und U gleich oder verschieden sind und je einen bi- oder polycyclischen Liganden mit 
mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocyclen bedeuten, wobei mindestens einer dieser Liganden mit 
mindestens einer wasserlosiich machenden Gruppe wie -SO3H oder -COOH substltuiert ist, und wobei 
mindestens einer dieser Ligande mit mindestens einer reaktiven Gruppe, wie -COOM direkt oder Ober 
einer Spacergnjppe, substltuiert ist. und wobei die Liganden Li, La und U Gber Stickstoffatome an das 
Ruthenium gebunden sind. 

23. Rutheniumkomplexe gemSss Anspruch 22, worin die Liganden Li , I2 und U die in den AnsprUchen 2- 
13 erwahnten Bedeutungen haben. 

PatentansprQche fGr folgenden Vertragsstaat: AT 

1, Verfahren zur Herstellung eines Rutheniumkomplexes gemMss allgemeinen Formel 

worin Li, L2 und U gleich oder verschieden sind und je einen bi- oder polycyclischen Liganden mit 
mindestens zwei stickstoffhaltigen Heterocyclen bedeuten, wobei mindestens einer dieser Liganden mit 
mindestens einer wasserlosiich machenden Gruppe, wie -SO3H oder -COOH substltuiert Ist, und wobei 
mindestens einer dieser Liganden mit mindstens einer reaktiven Gruppe, wie -COOH direkt oder Gber 
eine Spacergruppe. substltuiert ist, und wobei die Liganden Li . La und L3 Gber Stickstoffatome an das 

Ruthenium gebunden sind, 

an"den ^in imTnunoIogisch'^aktives Material gekoppelt ist, dadurch gekennzeichnet, dass man den 
Rutheniumkomplex gemass allgemeiner Formel I mittels eines chemischen Kopplungmittels an ein 
immunologisch aktives Material koppelt. 

2, Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass man als Kopplungsmittel N-Cyclohexyl-N*- 
(2-morpholinoathyi)-carbodiimid -methyl-p-toluolsulfonamid verwendet. 

3, Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dass man als Immunologisches Material 
Antikorper gegen carcino mbryonales Antigen, humanes Choriongonadotropin oder or-Interferon v r- 
wendet. 



Claims 
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1. Ruthenium complexes to which is coupled an immunologically active material, whereby the ruthenium 
complexes, before the coupling, have the general formula 

^ RU2+L1L2L3 I 

wherein Li . and U are the same or different and each signify a bi- or polycyciic ligand with at least 
two nitrogen-containing heterocycles. whereby at least one of these ligands is substituted with at least 
one group, such as -SO3H or -COOH, conferring water-solubility, and whereby at least one of these 
'0 ligands is substituted, directly or via a spacer group, with at least one reactive group, such as -COOH, 
and whereby the ligands Li. L2 and U are attached to the ruthenium via nitrogen atoms. 

2. A ruthenium complex according to claim 1, characterized in that the ligands Li and U contain 2.2'- 
bipyridine. 1,10-phenanthroline. bathophenanthroline or benzobathophenanthroline groups. 

75 

3. A ruthenium complex according to claim 2. characterized in that the ligands Li and Lz are 
bathophenanthroline and are substituted with sulphonic acid groups as groups conferring water- 
solubility. 

20 4. A ruthenium complex according to claim 3. characterized in that the sulphonic acid groups are present 
in the form of salts. 

5. A ruthenium complex according to claim 1 , characterized in that the ligand U contains a 2,2'-bipyridine. 
1.10-phenanthroline, bathophenanthroline or benzobathophenanthroline group. 

25 

6. A ruthenium complex according to claim 5. characterized in that the ligand U contains a bathophenan- 
throline or benzobathophenanthroline group which is substituted with at least one alkylene group having 
a maximum of 8 C atoms and which can contain -SO2-NH- or -C00-. 

30 7, A ruthenium complex according to claim 6, characterized in that the alkylene group is substituted 
tenminally with a -COOH or -SOaHai group. 

8. A mthenium complex according to one of claims 6-7, characterized in that the ligand L3 contains the 
group -S02-NH(CH2)nCOOH in which n signifies a whole number of 1-5. 

35 

9. A ruthenium complex according to one of claims 6-7. characterized in that the ligand L3 contains the 
group -(CH2KCOOH. 

10. A ruthenium complex according to one of claims 6-7, characterized in that the ligand L3 contains the 
^ group -(CH2)sC00H. 

11. A ruthenium complex according to claim 5, characterized in that the ligand L3 is 2,2*-bipyridine which is 
substituted with at least one carboxyl group. 

^^2. A,rutheniumxomplex-according-to-claim-1,-eharacterized-in-that the-iigands-Li-L2'and'L3~are'the^ 

and represent bathophenanthroline which are substituted not only with a group, such as -SO3H or 
-COOH, conferring water-solubility, but also via a spacer group with a reactive group, such as -COOH. 

13. Ruthenium complexes according to claim 12, characterized in that the group conferring water-solubility 
60 is a sulphonic acid group and In that the reactive group is a cartDoxyl group which is linked via a -SO2- 

NH-(CH2)2- spacer group. 

14. A ruthenium complex according to any one of claims 1-13. characterized in that the immunologically 
active material is an antigen or hapten. 

55 

15. A ruthenium compi x according to any on of claims 1-13, characterized in that the immunologically 
active material is an antibody. 
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16. A ruthenium complex according to claim 15, characterized in that the immunologically active material is 
an antibody against carcinoembryonal antigen, human choriongonadotropin or a-interferon. 

17. A process for the manufacture of a ruthenium complex in accordance with general formula I of Patent 
claim 1 to which Is coupled an immunologically active material, characterized by coupling the 
ruthenium complex in accordance with general formula I with an immunologically active rnaterial in a 
manner known per se. 

18. A process according to claim 17, characterized in that N-cyc(ohexyl-N*-(2-morpholinoethyl)- 
carbodiimide-methyl-p-toluenesulphonamide is used as the coupling agent. 

19. A process according to claim 17 or 18. characterized in that an antibody against carcinoembryonal 
antigen, human choriongonadotropin or a-interferon is used as the immunological material. 

20. The use of a ruthenium complex according to any one of claims 1-13 In a fluorescence immunoassay. 

21. The use of a ruthenium complex according to any one of claims 1-13 in a fluorescence immunoassay 
with time-resolved fluorescence measurement 

22. Ruthenium complexes of the general formula 

RU2+L1L2L3 I 

wherein U , U and U are the same or different and each signify a bi- or polycyclic ligand with at least 
two nitrogen-containing heterocycles, whereby at least one of these ligands is substituted with at least 
one group, such as -SO3H or -COOH, conferring water-solubility, and whereby at least one of these 
ligands is substituted, directly or via a spacer group, with at least one reactive group, such as -COOH. 
and whereby the ligands Li . L2 and La are attached to the ruthenium via nitrogen atoms. 

23. Ruthenium complexes in accordance with claim 22, wherein the ligands Li, L2 and U have the 
significances set forth in claims 2-13. 

Claims for the following Contracting State: AT 

1. A process for the manufacture of a ruthenium complex in accordance with the general formula 

Ru2+LiL2L3 I 

wherein Li . L2 and U are the same or different and each signify a bi- or polycyclic ligand with at least 
two nitrogen-containing heterocycles. whereby at least one of these ligands is substituted with at least 
one group, such as -SO3H or -COOH. conferring water-solubility, and whereby at least one of tiiese^ 

ligands-is substituted; directiy-or via a^spacer "group, with "at'least oTie reactive gTou^^uch as ^lOOH. 

and whereby the ligands Li , L2 and Lg are attached to the ruthenium via nitrogen atoms, 
to which is coupled an immunologically active material, characterized by coupling the ruthenium 
complex in accordance with general formula I to an immunologically active material using a chemical 
coupling agent. 

2. A process according to claim 1 , characterized in that N-cyclohexyl-N'-(2-morpholinoetfiyl)-carbodiimide- 
-methyl-p-toluenesulphonamide is used as the coupling agent. 

3. A process according to claim 1 or 2, characterized in that an antibody against carcinoembryonal 
antig n, human choriongonadotropin or a-interferon is us d as th immunological material. 



Revendications 
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1. Complexes du ruthenium, sur lesquels on a couple une matiere possedant une activite immunologique. 
les complexes de ruthenium repondant. avant !e couplage, a la formule general : 



dans laquelle Li, L2 at La. ayant des significations identiques ou differentes, representent chacun un 
ligand bi- ou polycycllque contenant au moins deUx hetdrocycles azotes. Tun au moins de ces ligands 
etant substitue par au moins un groups hydrosolubilisant tel que -SO3H ou -COOH, Tun au moins de 
ces ligands etant substitue directement ou par Tintermediaire d'un pent par au moins un groups reactif 
tel que -COOH, et les iigands Li . L2 et La' sont relics au ruthenium par rintermediaire d'atomes d'azote. 

2. Complexe de ruthenium selon la revendication 1 , caracterisiS en ce que les ligands Li et L2 contiennent 
respectivement des groupes 2,2'-bipyrldine. 1,10-ph§nanthrolins, bathophdnanthroline ou benzobatho- 
phdnanthroline. 

3. Complexe de ruthenium selon la revendication 2, caracterise en ce que les ligands Li et/ou La 
consistent en bathophenanthroline et sont substitu^s par des groupes acides sulfoniques representant 
les groupes hydrosolubilisants. 

4. Complexe de ruthenium selon la revendication 3, caract§ris§ en ce que les groupes acides sulfoniques 
sont a Tetat de sels. 

5. Complexe de ruthenium selon la revendication 1 , caracterise en ce que le ligand L3 contient un groupe 
2,2*-bipyridine, 1,10-phenanthroline, bathophenanthroline ou benzobathophenanthroline. 

6. Complexe de ruthenium selon la revendication 5, caracteris^ en ce que le ligand La contient un groupe 
bathophenanthroline ou benzobathophenanthroline substitu^ par au moins un groupe alkylene a 8 
atomes de carbone au maximum, qui peut contenir un groupe -SO2-NH- ou -CO0-. 

7. Complexe de ruthenium selon la revendication 6, caracterise en ce que le groupe alkylene est substitue 
en position termlnale par un groupe -COOH ou -S02Hal. 

8. Complexe de ruthenium selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce que le ligand L3 
contient le groupe -S02-NH(CH2)nCOOH dans lequel n est un nombre entier allant de 1 & 5. 

9. Complexe de ruthenium selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce que le ligand La 
contient le groupe -(CH2)4C00H. 

10. Complexe de ruthenium selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce que le ligand U 
contient le groupe -(CH2)5COOH. 

11. Complexe de ruthenium selon la revendc^on^ 5, ^racterlse en ce qu^^ 
bipyridine^substituee parliuHribins ungroupe carboxyle. 

12. Complexe de ruthenium selon la revendication 1. caracterise en ce que les ligands Li, L2 et U sont 
identiques et consistent en une bathophenanthroline qui est substituee h la fois par un groupe 
hydrosolubilisant tel que -SOaH ou -COOH et. par rintermediaire d'un pont. par un groupe reactif tel 
que -COOH. 

13. Complexes de ruthenium selon la revendication 12, caracterises en ce que le groupe hydrosolubilisant 
est un groupe acid sulfonique et en c que le groupe reactif est un groupe carboxyle re lie par 
rintermediaire d'un pont -S02-NH-(CH2)2-. 

14. Complexe de ruthenium selon Tune des revendications 1 ^ 13, caracterise en ce que la mati§re 
possedant une activite immunologique est un antiglne ou un hapten . 
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15. Complexe de ruthenium selon I'une des revendications 1 ^ 13, caracterise en ce que (a matifere 
possedant Tactivite immunologique est un anticorps. 

16. Complexe de ruthenium selon la revendication 15, caracterise en ce que la matiere possedant I'activite 
Immunologique est un anticorps contre un antigene carcinoembryonnaire. une chorionogonadotropine 
humalne ou I'alpha-interferon. 

17. Procdde de preparation d'un complexe de ruthenium de formula generate I de la revendication 1. sur 
lequel on a coupl^ une matiere possedant une activite immunologique, caracterise en ce que Ton 
couple le complexe de ruthenium de formula generale I, de maniire connue en soi, avec une matiere 
possedant Tactivite Immunologique. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que Ton utilise en tant qu'agent couplant le N- 
cyclohexyl-N*-(2-morpholino6thyl)-carbodiimido-m^thyl-p-tolufenesulfonamide. 

19. Procdde selon la revendication 17 ou IB, caract^rlsS en ce que Ton utilise en tant que mati§re 
immunologique un anticorps contre un antigene carcinoembryonnaire. la chorionogonadotropine humai- 
ne ou ralpha-interfdron. 

20. Utilisation d'un complexe de ruthenium selon Tune des revendications 1^13, dans un immunotest par 
fluorescence. 

21. Utilisation d*un complexe de ruthenium selon Tune des revendications 1 13, dans un immunotest par 
fluorescence avec mesure de la fluorescence dispersie dans le temps. 

22. Complexes de ruthenium de formula generale : 

Ru2"*'LiL3L3 

dans laquelle Li, L2 et U. ayant des significations identlques ou differentes, representent chacun un 
ligand bi- ou polycyclique k au moins deux heterocycles azotes, Tun au moins de ces ligands etant 
substitui par au moins un groupe hydrosolubilisant tel que -SOsH ou -COOH, l*un au moins de ces 
ligands etant substitue. directement ou par I'interm^diaire d'un pont, par au moins un groupe reactif tel 
que -COOH, et les ligards Li . L2 et L3 dtant relics au ruthenium par Tintermediaire d'atomes d'azote. 

23. Complexes de ruthenium selon la revendication 22, dans lesquels les ligands Li , U et U ont les 
significations indiqu^es dans les revendications 2 Si 13. 

Revendications pour I'Etats contractant suiyant: AT 

1. Procede de preparation d'un complexe de ruthenium de formule g^ndrale : 

Ruf^L^LjLa " 

dans laquelle Li, L2 et U, ayant des significations identiques ou differentes, representent chacun un 
ligand bi- ou polycyclique h au moins deux heterocycles azotes, Tun au moins de ces ligands etant 
substitue par au moins un groupe hydrosolubilisant tel que -SO3H ou -COOH, Tun au moins de ces 
ligands etant substitue. directement ou par Tintermediaire d'un pont, par au moins un groupe reactif tel 
. que -COOH. et les ligands Li, Iz et L3 etant relies au ruthenium par I'intermediaire d'atomes d'azote, 
sur lequel on a couple une matifere possedant une activite immunologique, caracterise en ce que Ton 
couple le complexe de ruthenium de formule generale I, k I'aide d'un agent couplant chimique, sur une 
matiere possedant una activite immunologique. 

2. Precede selon la revendication 1. caracterise en c que Ton utilise en tant qu'agent couplant I N- 
cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimidomethyl-p-toluene-sulfonamide. 
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Precede selon la revendication 1 ou 2. caracterise en ce que Ton utilise en tant que matiere 
immunologique un anticorps contre i'antigen carcinoembryonnaire. la chorionogonadotropine humaine 
ou Talpha-interferon. 
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